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00 (54) Title: ISIETHOD FOR PRODUCING CEPHALEXIN 

^ (54) Bezelchnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON CEPHALEXIN 

S (57) Abstract: The invention relates to a method for producing cephalexin with the aid of a penicillin amidase that is immobilized 
O on a pearl-shaped, cross-linked and hydrophilic copolymer that binds to ligands having nucleophilic groups. 

Q (57) Zusammenfassung: Die ErGndung betrifift ein Verfahren zur HersteUung von Cephalexin mit Hilfe einer auf einem perlfSr- 
^ migen, vemetzten hydrophilen, gegeniiber Liganden mit nucleophilen Giuppen bindungsaktiven Mischpolymerisat inunobilisierten 
Penicillinamidase. 
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Verfahren zur Herstellung von Cephalexin 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Cephalexin mit Hilfe 
einer auf einem perlformigen, vemetzten hydrophilen, gegenuber Liganden nnit 
nucleophilen Gruppen bindungsaktiven Mischpolymerisat inimobilislerten 
Penicillinamidase. 

Stand derTechnlk 

Verfahren zur Synthese von halbsynthetischen Betalaktann Antibiotika durch 
Acylierung eines Betaiaktam Rests (Betalaktamkern) mit einer aktivierten 
Seitenkette, wie etwa einem Amid oder einem Ester, unter Verwendung des 
Enzyms Penicilllnacylase (Penicillinamidase) sind dem Fachmann gut bekannt 

Zumeist wird das Enzym dabei an einen festen, wasserunloslichen Trager 
gebunden, und anschlieliend in wassriger Losung mit dem Betalaktamkern und 
der aktivierten Seitenkette in Kontakt gebracht. 

Nachteiiig an den bisher offenbarten Verfahren ist die Tatsache, dass das 
Verhaitnis der Synthese der gewQnschten Verbindung durch das Enzym 
gegenQber der Hydrolyse der aktivierten Seitenkette zu wertlosen 
SeitenkettensSuren sowie auch zur Hydrolyse des gewQnschten Produktes, der 
so genannte S/H-Wert, oft ungunstig Ist, und eine wirtschaftliche Produktion 
erschwert. 

Aus der WO 93/12250 ist es bekannt, dass der S/H-Wert bei der Synthese der 
halbsynthetischen Betalaktam-Antibiotika, Cephadroxil und Cephalexin durch 
auf Eupergit® (Rohm GmbH & Co. KG, Darmstadt, Deutschland, siehe auch 
Vergleichsbeispiei 1) immobilisierter Penicillinamidase aus E. co// durch die 
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Wahl der Reaktionsbedingungen gOnstig beeinflusst werden kann. EIn EInfluss 
der Natur des TrSgermaterials wird hingegen nicht gelehrt. Nachteilig an dem in 
der WO 93/12250 gelehrten Verfahren ist insbesondere, dass das Cephalexin 
im Komplex mit beta-Napiitliol aus dem Realctionsgemiscli isoliert wird, so dass 
nachfolgende Aufreinigungsschritte nStig sind, und Produktverluste auftreten. 

Es wurtle daher versuclit, optimierte Tragemfiaterialen zu entwickeln. So 
offenbart die WO97/04086 eine Penicillinamidase aus E. co//, die auf einem 
Tragermaterial aus einem Quellmittel und einem Polymer mitfreien 
Aminogruppen immobiiisiert ist, sowie deren Venwendung zur Herstellung von 
Betalaktamderivaten. Das offenbarte Verfaliren zur Herstellung von Cephalexin 
weist jedoch den Nachteil auf, dass der Betalaktamkem 7- 
Aminodesacetoxycephalosporansaure (7-ADCA) im dreifachen molaren 
Oberschuss zu der aktivierten Seitenkette D-Phenylglycinamid (PGA) 
eingesetzt wird. Werden Qberstochiometrische Mengen Betalaktamkem 
eingesetzt, muss der Kern im industriellen MaRstab recycelt werden, um 
wirtschattlich arbeiten zu konnen. Dies ist teuer und fQhrt zu Ausbeuteverlusten. 
AuRerdem fUhrt dieser Umstand auch zu Veoinreinigungen im Produkt, da der 
Kem labil ist. 

Die EP 0 730 035 lehrt ebenfalls die Herstellung von Cephalexin auf einem 
spezifischen Trager in akzeptablen Ausbeuten. Allerdings betragt die 
KomgrdBe des venwendeten Tragemiaterials (Emphaze™) nur 60-80 pm. Dies 
ist von groRem Nachteil fOr technische Anwendungen. So haben mit solchem 
Material gepackte ChromatographiesSulen nur eine geringe 
FlieRgeschwindigkeit. 

Ein Tragemiaterial fOr Enzyme wird in der DE 198 04 518 beschrieben. Es wird 
enwahnt, dass das Material Venwendung finden kSnne fQr die enzymatische 
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Synthese von Amoxycillin und Ampicillin. Eine Eignung fOr die Synthase von 
Cephalexin mittels immobilisierter Penicillinamidase wird nlcht erwahnt. 

Aufaabe und L6sunq 

Angesichts des oben diskutlerten Stands derTechnik lag der vorliegenden 
Eifmdung daher die Aufgabe zugrunde, ein verbessertes Verfahren fQr die 
Synthese von Cephalexin zur VerfQgung zu stellen, welches die oben 
genannten Nachteile Qbenvindet. 

Insbesondere sollte dieses Verfahren die Realisierung eines gOnstigen S/H- 
Wertes ermSglichen. Welterhin sollte das verwendete Tragemnaterial eine fOr 
industrielle Verfahren gUnstige KorngrdGe von 120 bis 250 pm aufweisen. 

Diese Aufgabe wird gel6st durch das in Anspnjch 1 definierte Verfahren. 
Bevorzugte AusfQhrungsformen des erfindungsgemsaen Verfahrens sind in 
den auf Anspruch 1 zurOckbezogenen UnteransprQchen definiert. 

Insbesondere gelingt es auf nlcht vorhersehbare und technisch einfache Weise, 
die obige Aufgabe zu IQsen, indem man perifdrmige, vernetzte hydrophile, 
gegenQber Liganden mrt nucleophllen Gruppen bindungsaktive 
Tragerpolymermaterialien, die herstellbar sind durch inverse Perlpolymerisation 
einer Monomerenphase, die aus Monomeren und einem VerdOnnungsmittel 
bestehen, wobet als Monomere 

(a) 5-40 Gew.-% hydrophile radikalisch polymerlsierbare Monomere 
mit einer Vinylgnjppe, die bei Raumtemperatur wenigstens 10 %- 
ige wassrige LSsungen bilden 
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(b) 30 - 50 Gew.-% radikalisch polymerisierbaren Monomere mit 
einer Vinylgruppe und einer zusatzlichen funktionellen Gmppe, 
die in einer polymeranalogen Realction mit den nucleophilen 
Gruppen der Liganden kovalente Bindungen eingelien l<ann 

(c) 20 - 60 Gew.-% vemetzende radilcalisch polymerisierbare 
Monomere mit zwei oder melnr etiiyleniscli unges3ttigten 
polymerisierbaren Gruppen 

mit der iy/la(igabe. dass sich a), b) und c) zu 100 Gew.-% addieren, 
enthalten sind und als VerdUnnungsmittel ein Gemisch aus Methanol und 
Wasser im Verhaitnis 1 : 1 ,0 bis 1 : 4,0 venwendet wird, wobei die 
Monomerenphase in einer kontinuierlichen Phase aus einem organischen 
Losungsmittei aus einem aliphatischen Kohlenwasserstoff mit 5 - 7 
Kohlenstoffatomen zu Tropfchen verteilt ist, wobei das Verhaitnis 
Monomerenphase zxi kontinuierlicher Phase 1 : 2,0 bis 1 : 4,0 betragt, und in 
dieser Fomn in Gegenwart von eines Polymerisationsinitiators und eines 
Schutzkolioids radikalisch polymerislert werden. mit der MaBgabe. dass das 
Verhaltnis der Monomeren zum VerdQnnungsmittel 1 : 1,7 bis 1 : 2,4 betr3gt, 
mit Penicillinamidase beschichtet, und diese beschichteten TrSger in Kontakt 
bringt mit einer wdssrigen Ldsung, die 

(I) 7-Amlnodesacetoxycephalosporansaure und 
(ii) D-Phenylglycinamid 

in Verhaitnissen von 1 : 2 bis 2:1, bevorzugt 1,5 : 1 bis 1 : 1,5, besonders 
bevorzugt in ann§hemd equimolaren Verhaitnissen, d.h. in Verhaitnissen von 
1,2:1 bis 1:1,2 enthSlt. 



wo 2004/050893 ^Br/EP2003/0 11480 



Das verwendete Trdgermaterial und das Verfahren zu seiner Herstellung sind 
in der DE 198 04 518 beschrieben. 

AusfQhmna der Erfindung 

Herstellung des Traoermaterials 

Monomere 

Urn die Hydrophiiie des Monomerengemischs zu gewShrleisten, muss dieses 
zum QbeoAnegenden Teil aus hydrophllen Menomeren bestehen. Unter 
hydrophllen Monomeren sind seiche Monomere zu verstehen, die bei 
Raumtemperatur wenlgstens 10%-ige wassrige L6sungen bilden und 
vorzugsweise keine ionisclien oder durch SSure- Oder Basenzusatz 
ionisierbaren Gruppen enthalten. 

Die Monomere a) sind 5 - 40, 8 - 35, insbesondere 9-12 Gew.-% hydrophile 
radilolisch polymerisierbare Monomere mit einer Vinylgruppe, die bei 
Raumtemperatur wenlgstens 10 %-ige wSssrige Ldsungen bilden. 

Als Monomere a) sind Insbesondere Acrylamid und/oder Methacrylamid 
geeignet, wobei Methacrylamid bevorzugt wird. Weitere Beispiele sind 
Hydroxyalkylester von ungesattigten polymerlslerbaren Carbonsduren, wie 
Hydroxyethylacrylat und Hydroxyethylmethacrylat oder N-Vinylpyrrolidon. 

Monomere b) sind 30 - 50, bevorzugt 35 - 45 Gew.-% radlkalisch 
polymerlsierbaren Monomere mit einer Vinylgmppe und einer zusatzlichen 
funktionellen Gmppe, bevorzugt einer Oxirangruppe (Epoxygruppe), die in einer 
polymeranalogen Reaktion mit den nucleophilen Gruppen der LIganden 
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kovalente Bindungen eingehen kann. Insbesondere Oxirangruppen sind 
geeignet, um Liganden unter Erhaltung ihrer biologischen Aktivitat zu binden. 

Bevorzugte Monomere b) sind Glycidylmethacrylat und/oder Allylglycidylether. 
Besonders bevorzugt werden gleichzeitig beide Monomere in etwa gleichen 
Mengen eingesetzt. 

Monomere c) sind 20 - 60, insbesondere 25 - 55, besonders bevorzugt 40 - 55 
Gew.-% hydropliile, vemetzende radikaliscli polymerisierbare Monomere mit 
zwei Oder mehr etiiyleniscli ungesattigten polymerisierbaren Gruppen. 
Bevorzugte Monomere c) sind N.N'-Methylen-bis-Acrylamid oder N,N'- 
Methylen-bis-Metliacrylamid. N,N'-Metliylen-bis-MetIiacrylamid wird besonders 
bevorzugt. Gegebenenfalls konnen aucli 0-10 Gew.-% weiterer vemetzender, 
radikaliscli polymerisierbarer Monomere mit zwei oder mehir ethyleniscli 
ungesattigten polymerisierbaren Gruppen eingesetzt werden. Geeignet sind 
hydropiiile Di(meth)acrylate, wie z. B. Polyethylenoxid-Di(metli)acrylate. 

Die Monomere a), b) und c) addieren sich jeweils zu 100 Gew.-%. 

Veremnnunasmittel 

Die Monomerenphase besteht aus den Monomeren a) bis c), die in einem 
VerdOnnungsmittel, das ein Gemisch aus Metlianol und Wasser im Verliaitnis 
1 : 1,0 bis 1 : 4,0 sein muss, geidst sind. Besonders gQnstige 
Mischungsverliaitnisse fQr Metlianol und Wasser liegen bei 1 : 1,2 bis 1: 2,5, 
insbesondere bei 1 : 1 ,3 bis 1 : 1 ,7. 
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Verhaitnis Monomere zu Verdtinnungsmittel 

Besonders kritisch ist das Verhaitnis Monomere zu VerdQnnungsmittel. Dieses 
muss im Bereich von 1 : 1 ,7 bis 1 : 2,4, besonders bevorzugt im Bereich von 
1,9 bis 2,1 liegen. 

Kontinuierliche Phase 

Als kontinuierliche Phase eignet sich ein organisches Ldsungsmittel, das ein 
aliphatischer Kohlenwasserstoff mit 4 bis 7 C-Atomen ist. Bevorzugt ist n- 
Heptan und besonders bevorzugt Cyclohexan. 

Verhaitnis Monomerenphase/kontinuierlicher Phase 

Das Verhaitnis von der Monomerenphase zur kontinuierllchen Phase, gebildet 

durch das organische Ldsungsmittel muss 

bei 1 : 2,0 bis 1 : 4,0, bevorzugt zwischen 1 : 2,8 bis 1 : 3,3. 

Weitere Verfahrensbedinaungen 

Als weitere Bestandteile enthSIt die suspendierte Monomerphase in an sich 
bekannter Welse Polymerisations-lnitiatoren, bevorzugt sind schwefelfreie 
Initiatoren, besonders bevorzugt ist 4,4'-Azobis-(4-Valeriansaure), sowie 
Schutzkolloide (Emulgatoren), wie z. B. ein Mischpolymerisat aus 95 Teilen n- 
Butylmethacrylat und 5 Teilen 2-Trimethylammoniumethlymethacrylat-Chlorid 
mit Molekulargewichten (Gewichtsmittel) im Bereich von 30.000 bis 80.000. 

Die Perlpolymerisation (auch als Suspensionspolymerisation bezeichnet) wird 
ansonsten in bekannter Weise ausgeftlhrt, Indem z. B. die kontinuierliche 
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Phase und dem Schutzkolloid voigelegt wird und die Monomerenphase, in der 
sicii auch der Initiator befindet unter RQIiren z. B. bei 40 bis 60 "C in der 
organisclien Pliase verteilt wird und anscliliellend auf 60 - 70 °C eriiitzt wird. 
Das Wasser/Metlianol-Gemiscli l<ann z. B. Qber einen Zeitraum von 6 Stunden 
nahezu vollst§ndig azeotrop ausgel^reist werden. Man l§sst den Ansatz fQr ca. 
3-5 Stunden zu Ende reagieren und l<Qhlt ansclilieliend auf Raumtenfiperatur 
ab. Die entstandenen Perlen werden abgesaugt und z. B. fQr 12 Stunden Im 
Val<uum getrocl^net. Altemativ dazu IcQnnen die Perlpoiynnerisate aucli abfiltriert 
und mit Wasser gewasciien werden. Bevorzugt wird ein Trocicnung in einem 
Wirbeischichttrockner vorgenomrhen, da sicli auf diese Weise 
LOsungsmittelreste besonders efFektiv entfemen lessen. 
Die erlialtenen Polymerperlen (= Tragerpolymermaterial) liaben eine GrSfle im 
Bereicli von 50 bis 500 p,m, insbesondere von 120 bis 250 nm. 
Unter der Bindungskapazitat wird diejenige enzymatische Aktivitat verstanden, 
die sicii bei maximaler Beladung des Tragerpolymenmaterials mit einem 
bestimmten Enzym erreichen lasst. Die Bindungskapazitat wird ausgedrOckt als 
Penicillinamidase-Aktivitat in Units pro g Tragerpolymerperlen [U/g feuclit]. Die 
Bindungskapazitat der erfindungsgemalien Tragerpolymerperlen betragt bei 
dieser MeHmethode mindestens 220 [U/g feucht]. 

Die Quelibarkeit der Polymerperlen in Wasser wird ausgedrOckt durcii die 
Quellungszahl [ml feucht / ml trocken]. Die erfindungsgemaBen 
Tragerpolymerperlen weisen eine Quellungszahl von nicht mehr als 1 ,5 auf. 

Beschichtuna des erfindunasaemaR venwendbaren Traaemnaterials 

In den Beispielen wird das Tragemiaterial bei pH 7,5 in Kaliumphosphatpuffer 
beschichtet. Es ist dem Fachmann jedoch klar, dass es eine ganze Vielzahl von 
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welteren Verfahren gibt, mit denen eine zufriedenstellende Beschichtung 
gewahrleistet wird. 

Svnthese von Cephalexin 

Die Edul<te (i) 7-Aminodesacetoxycephalosporansaure und (ii) D- 
Phenylglyclnamid werden in Konzentrationen von 10-500 mM, bevorzugt 50- 
300 mM und besonders bevorzugt von 150-250 mM eingesetzt. 
Vorteilhafte Wirkunaen der Erfinduna 

Das erfindungsgemaiie Verfahren emfiOglicht die Synthese von Cephalexin mit 
gOnstigem S/H-Verhaitnis (Synthese/Hydrolyse). Vorteilhaft ist es dabel. daB 
dies unterVenwendung eines Tr§germaterials mit TeilchengroBen Im Bereich 
von 50 - 500 [im, Insbesondere von 120 bis 250 |jm en-eicht wird. Dadurch 
werden bessere anwendungstechnische Eigenschaften erzielt, z. B. hShere 
Frieligeschwindigl<eiten in Festbettreal<rtoren. Aus den hSheren 
Flieftgeschwindigl^eiten resultieren bessere Raum-Zeit-Ausbeuten. Auch in 
Batchverfahren bieten die grSISeren Tragerteilchen Vorteile, da sie schneller 
abfiltriert werden l<6nnen. Dies erhoht wiedeaim die Raum-Zeit-Ausbeute und 
damit die Wirtschaftlichkeit des Prozesses. 
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Beispiele 

(Die folgende Bestimmungsmethode ist dem Fachmann auf den Gebiet poroser 
Tragerpolymermaterialien an sich gelaufig und wird nur der Vollstandigkeit 
halber aufgefuhrt) 

Bestimmung der Bindungskapazitat ftir Peniclllinamidase ( = Penicillin G- 
Acylase) aus E. coli (EC 3.5.1.11) 

a\ Kovalente Binduna von Penicillinamidase an das Traqeroolvmennaterial 

1 g Tragerpolymemiaterial werden zu 1530 Units Penicillinamidase in 5 ml 
sterilem 1 M Kalium-Phospliat-Puffer pH 7,5 gegeben und fQr 48 h bei 23 °C 
inkubiert. 

Anschliefiend werden die Polymerperlen auf eine Fritte aus gesintertem Glas 
(Porositat 2 Oder 3) gegeben und zweimal mit entionisierten Wasser und 
ansclilieflend zweimal mit 0,1 M Kalium-Phosphatpuffer pH 7,5, enthaltend 
0,05 % Ethy!-4-hydroxybenzoat, mittels Absaugens auf der Fritte gewaschen. 
Das Feuchtgewicht der erlialtenen, mit Penicillin-Acylase beladenen Perlen 
wird bestimmt. 

b) Bestimmung der Bindungskapazitat 

250 - 300 mg feuchtes mit Penicillinamidase gekoppeltes 
Tragerpolymermaterial (Polymerperlen) werden in 20 ml einer 2 %-igen 
Penicillin-G-Losung in 0,05 M Kalium-Phosphatpuffer pH 7,5, enthaltend 0,05 
% Ethyl-4-hydroxybenzoat, bei 37 ^'C gegeben. Unter gleichmaliiger Ruhrung 
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erfolgt eine Titration frei gewordener Phenylessigs3ure mit 0,5 M NaOI-i bei 
einem l^onstantem pH-Wert von 7.8 fOr die Dauer von 10 Minuten, wobei der 
Verbrauch an NaOH aufgezeichnet wird. 

Ansclilieliend werden die Polymerpeiien wie unter a) uber eine Glasfritte 
mittels Durclisaugen von 20 ml 0.05 M Kalium-Phospliatpuffer pH 7,5, 
enthaltend 0,05 % Etiiyl-4-liydroxybenzoat, gewonnen und die IVIessung 
zweimal wiederhoit. 

Bereclinuna der BindunaslcaDazitat 

Der lineare Bereicli der IVIessl^urven (Qbliclierweise der Bereicli von 1-5 min) 
wird fOr die Bereciinung zugrunde geiegt und auf ein 10 min Intervall 
extrapoliert. Die BindungsicapazitSt wird als Penicillinamidase Einiieiten pro g 
feucliten Tr§gerpolymermaterials (U/g feuclit) angegeben. Eine Einlieit 
entspriciit einem p.mol hydrolysiertem Penicillin G pro l\/linute (M.mol/min); 
1 I 0,5M NaOH ist dabei Equivalent zu 500 ^imol hydrolysiertem Penicillin G. 
(Der Wassergehalt des TrSgerpolymermaterials ist in etwa l^onstant und kann 
daher vemachl3ssigt werden.) 

VeraleichsbeisDiel 1 

1530 Units Penicillinamidase aus E. co// werden in 6 ml sterilem 1 M 
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5 geldst. Die Ldsung wird zu 1 g Eupergit ® C 
(ROlim GmbH & Co. KG, Darmstadt, Deutscliland) gegeben, und die erhaitene 
Suspension wird 72 Stunden bei 23" C inlcubiert. Die Polymerperien werden auf 
einem gesinterten Glasfilter gesammelt und mit 0,1 M Kaliumphospliat-Puffer 
gewasciien. Die nachfolgende Cephalexin-Synthese und die Bestimmung des 
S/H-Wertes folgen den Beispielen 5 bzw. 6. 
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Eupergit® C (ein Copolymer aus N.N'-methylenbis-methacrylamid, 
Allylglycidylether und Methacryiamid) sowie Verfahren zu seiner Herstellung 
warden In der DE-C 27 22 751 . der US-A 4 90 713 bzw. der US-A45 1 1 694 
beschrieben. 

Veraleichsbeispiel 2 

Der WO 97/04086 folgend wird unter Verwendung des dort offenbarten Typ A 
Enzyms bzw. Typ B Enzyms eine Cephalexin-Synthese wie in Beisplel 6 
beschrieben durcligefUlirt. 

VeraieichsbeisDiel 3 

Auf Sepabeads® FP-EP bzw. Sepabeads® FP-EP/G (Resindion S.R.I. , 
Mailand, Italian) wird Penlcillinamidase aus E. co// immobilisiert wie in 
Vergleichsbeisplel 1 gezeigt. Die nachfolgende Cephalexin-Synthese und die 
Bestimmung des S/H-Wertes folgen den Beispielen 5 bzw. 6. 

Sepabeads® FP-EP bzw. Sepabeads® FP-EP/G ist ein hochpolymeras 
vemetztes acrylisches Copolymer, welches wie Eupergit ® Oxirangruppan tragt. 
Die durchschnittliche TeilchengrOBe betragt nach Herstellerangaben 150-300 
ym. 
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VeralelchsbeisDiel 4 

Ermittlung der FlieRgeschwindigkeit einer mit Emphaze™ bzw. dem 
erfindungsgemdii verwendbaren Material gepackten Chromatographiesaule. 

Material: Emphaze Ultralink™ Blosupport Medium, Lot#DC5351 5. Pierce, 
mittlere TeilchengrSfie nacli Herstellerangaben 50-80 pm; 
ErfindungsgemdH verwendbares Material, mittlere Teilchengr6&e 
208 pm. 

Cliromatographiesauien aus Borsilikatglas mit Glasfrittenboden und 
Polypropylenendkappen (Abmessung der S§ule 1x20 cm) wurden leer auf eine 
vergleichbare Auslaufgeschwindigkeit geprtift. Die Trdgermaterialien wurden 
Qber Nacht in Wasser suspendiert und anschlie&end mit Wasser in die 
jeweiiige Sdule gespQIt und durch Sedimentation und langsames Ausiaufen der 
FIQssigkeit wurde ein gepacktes Bett mit einer H6he von 6,5 cm erhalten. Durch 
leichtes Klopfen wurden eventuelie Hohlraume entfemt. Die oben offenen 
Saulen hatten durch Wasserzulauf eine konstante Wassersaule von 23 cm. Die 
Flieligeschwindigkeit wurde nur durch den hydrostatischen Druck erzieit. Mittels 
Stoppuhr und lOml-Melizylinder wurde die FlieBgeschwindigkeit bestimmt, 

FQr das erfindungsgemSli verwendbare Praparat wurde eine 
Flieligeschwindigkelt von 4,25 ml pro Minute bestimmt. FQr Emphaze™ v^wrde 
eine FlieBgeschwIndlgkeit von 0.71 ml pro Minute bestimmt. Die Elgnung 
sphSrischer Partikel zum Betrieb In Festbettreaktoren ist umso besser, je hOher 
die Flie&geschwindigkeit ist (hdhere Raum-Zeit-Ausbeute). Der Druckabfall in 
Festbettreaktoren I3sst sich auch mathematisch berechnen: K. Buchholz und B. 
GOdelmiann In ..Characterization of immobilized biocatalysts". Dechema 
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Monographien Band 84, Hrsg. K. Buchholz, VCH Weinheim 1979, Seiten 128- 
129). 

Man erkennt deutlich die gegenuber Emphaze™ besseren 
anwendungstechnischen Eigenschaften des erfindungsgemaR einsetzbaren 
Materials fQr den Einsatz in Festbettreal^toren. 

Beispfeie 1-3 

Obereinstimmende Versuchsbedingungen in den Beispielen 1-3: 

In einem 2 1 RQIirkolben mit Therniometer, Wasserabscheider, RQckflusskQhIer, 
Stickstoffelnleitungsrohr warden ein organisches LQsungsmittel, 3 g eines 
Misclipolymerisats aus 95-Teilen n-Butylmethacrylat und 5 Teilen 
2-Trimethylammoniumethlymethacrylat-Clilorid als Schutzkolloid und 5 g 
Trockeneis vorgelegt. Unter RQhren und Durchleiten von Stickstoff wird be! 50 
°C sine Monomerenphase bestehend aus Wasser und Methanol im Verhaltnis 
1 : 1 ,5 (Beispiel 1) bzw. aus Formamid (Beispiele 2 und 3) als 
Verdunnungsmittel, sowie 

10 g Methacrylamid, 

20 g Allylglycidylether. 

20 g Glycidylmethacrylat und 

50 g Methylen-bls-methacrylamid 

sowie 

2 g 4,4'-Azobis-4-cyanovaleriansaure (als Polymerisationsinitiator) 
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in der organischen Phase verteilt und anschlieRend zum Sieden bel 65 - 70 °C 
erhitzt, Der Ansatz wird fOr ca. 6 h inkubiert und anschlieliend auf 
Raumtemperatur abgekuhlt. Die entstandenen Polymerperlen werden 
abgesaugt, gewaschen und im Wirbelschichttrockner getrocknet. Anschlieliend 
wird die Bindungskapazitat fQr Penicillinamidase [U/g feucht] und die Quellzahl 
bestimmt [ml feucht/nni trocken] bestlmmt. 

Die wesentllchen Versuchsparameter und die Ergebnisse der Beispiele 1-3 
sind der nachstehenden Tabelle zu entnehmen. 



wo 2004/050893 




/EP2003/011480 





Beisplel 1 

(erfindungsgema&) 


Beispiel 2 

(Vergleichsbeispiel) 


Befspiel 3 

(Vergleichsbeispiel) 


Organisches 
Losungsmittel 
(kontinuierliche 
Phase) 


952 g Cyclohexan 


669 g Cyclohexan 


530 g n-Heptan + 
530 g Perchlorethylen 


Monomere insgesamt 


100 g 


100 g 


100 g 


V c?i uui 11 lui lyoi 1 iiiioi 


120g Wasser 
(= 1 : 1.5 ) 


n Pnrmamirl 
a,\jO y 1 UiiIlcllllIU 


£joH y porrnamiQ 


Monomere + 

Verdunnungsmittel 

(Monomerenphase) 


300 g 


363 g 


364 g 


Verhaltnis 

Monomere/ 

VerdOnnungsmittel 


1 :2 


1 : 2.63 


1 : 2.64 


Verhaltnis 
Monomerenphase/ 
kontinuierliche Phase 


1 :3.2 


1 :1,8 


1 :2,9 


Bindungskapazitdt fur 
Penicillinamldase 
(1530 U) 
[U/g feucht] 


252 


194 


192 


Quellzahl 

[ml feucht/ ml trocken] 


1.3 


4.0 


3.9 
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BeisDiel 4 

Svnthese von Cephalexin 

Die Reaktion wird bei 25° C und pH 7.5 in einem Festbettreaktor durchgefUhrt. 
10 ml einer wassrigen Losung eines Gemisches aus 0,2 M 7-ADCA und 0,2 M 
D-Phenlygiycinamid werden Ober eine SSule mit 0,5 ml der immobilisierten 
Penicilllnamidase gefQhrt. W§hrend der Reaktion wird der pH-Wert durch 
Zusatz von HCI in einem angeschlossenen gerOhrten Vorratsbehaiter konstant 
gehalten. Zu bestimmten Zeitabstanden werden Proben entnommen und wie in 
Beispiel 5 gezelgt mittels HPLC analysiert. 

BeisDiel 5 

Die Produkte der Reaktion aus Beispiel 4 sowie der Vergleichsbelspiele 1 bis 3 
wurden durch HPLC unter Venwendung einer RP -8 Saule (Merck KGaA, 
Dannstadt. Deutschland) analysiert. Als Laufmittel wurde steriler 67 mM 
Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 venvendet. Cephalexin wurde mit einer 30 %igen 
(VolumenA/olumen) wassrigen Methanol-LOsung eluiert. 

Aus der HPLC-Analyse wurde die Synthesegeschwindigkeit von Cephalexin 
(Vceph) sowie die Hydrolysegeschwindigkeit von D-Phenylglycin (Vp-phG) 
bestimmt und daraus der S/H-Wert (VerhSltnis 

Synthesegeschwindlgkeit/Hydrolysegeschwindigkeit (Vceph/Vo-phG) en-echnet. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt: 
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Enzymquelle 


TrSger/lmmobilisate 


Vceph/V D-PhG 


£. CO// 


erfindungsgemaii 


4,6 


E. coli 


Typ A aus WO 97/04086 
(s. Vergleichsbeispiel 2) 


3.3 


E. coli 


Typ B aus WO/97/04086 
(s. Vergleichsbeispiel 2) 


3,3 


E. coli 


Vergleichsbeispiel 1 


3,5 


E. coli 


Vergleichsbeispiel 3 
(Sepabeads FP-EP) 


3.2 


E. coli 


Vergleichsbeispiel 3 
(Sepabeads FP-EP/G) 


2,9 



Der Wert fQr das erfindungsgemaHe Verfahren setzt sich aus 7 parallel 
durchgefQhrten Versuchsreihen zusammen, die folgende S/H-Werte ergaben: 
5,3; 4,7; 3,6; 4.6; 4,3; 5,2; 4,7; 



Man erkennt deutlich den gegenOber den Vergleichsbeispielen signifikant urn 
ca. 30% verbesserten S/H-Wert, der mit dem erfindungsgemSlien Verfahren 
erreichbar ist. 
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PATENTANSPROCHE 

1 . Verfahren zur Herstellung von Cephalexin, dadurch gekennzelchnet, 
dass perlfSrmige, vemetzte hydrophile, gegenQber Liganden mit nucleophilen 
Gruppen bindungsaktive Tragerpolymemriaterialien, die iierstellbar sind durch 
Inverse Peripolymerisation einer IVIonomerenpliase, die aus Monomeren und 
einem VerdOnnungsmittel bestelien, wobei als Monomere 

(a) 5-40 Gew.-% hydrophile radikalisch polymerislerbare Monomere 
mit einer VInylgruppe, die bei Raumtemperatur wenigstens 10 %- 
ige wdssrige Losungen biiden, 

(b) 30 - 50 Gew.-% radikalisch polymerislerbare IVIonomere mit einer 
VInylgruppe und einer zusatzlichen funktionellen Gruppe, die In 
einer polymeranalogen Reaktion mit den nucleophilen Gruppen 
der Liganden kovalente Bindungenr eingehen kann, 

(c) 20 - 60 Gew.-% vemetzende radikalisch polymerisierbare 
Monomere mit zwel oder mehr ethyfenisch unges3ttlgten 
polymerisierbaren Gruppen, 

mit der Maligabe, dass sich a), b) und c) zu 100 Gew.-% addieren, 
enthalten sind und als VerdOnnungsmittel ein Gemisch aus Methanol und 
Wasser im Verhaitnis 1 : 1,0 bis 1 : 4,0 verwendet wird, wobei die 
Monomerenphase in einer kontinuierlichen Phase aus einem organischen 
L5sungsmittel aus einem aliphatischen Kohlenwasserstoff mit 5 - 7 
Kohlenstoffatomen zu TrSpfchen verteiit ist, wobei das Verhaitnis 
Monomerenphase zu kontinuierlicher Phase 1 : 2,0 bis 1 : 4,0 betrSgt, und in 
dieser Form In Gegenwart von eines Polymerisatlonsinitiators und eines 
Schutzkollolds radikalisch polymerisiert wenden, mit der Maligabe, dass das 
Verhaitnis der Monomeren zum VerdOnnungsmittel 1 : 1 ,7 bis 1 : 2,4 betragt, 
m'rt Penicillinamidase beschichtet werden, und diese beschichteten Trager in 
Kontakt gebracht werden mit einer wSssrigen Losung, die 
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(i) 7-Aminodesacetoxycephalosporansaure und 
(ji) D-Phenylglycinamid 
im Verhaltnis von 1 :2 bis 2:1 , enthalt. 

2. Verfahren nach Anspaich 1 , dadurch gekennzeichnet, dass als Monomere 

a) Acrylamid und/oder Methacrylamid 

b) Glycidylmethacrylat und/oder Allylglycidylether 

c) N.N'-Methylen-bis-Acrylamid Oder N.N'-Methylen-bis- 
Methaorylamid eingesetzt warden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
als organisches Losungsmlttel Cyclohexan venwendet wird. 

4. Verfahren nach mindestens einem der vorstehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Penicillinamidase aus E. co// 
stammt. 

5. Verwendung eines Tragerpolymermaterials nach einem oder 
mehreren der AnsprOche 1 bis 4 zur Synthase von Cephalexin. 
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